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Abstrak—Pupuk hayati merupakan inokulum berbahan aktif 
organisme hidup yang berfungsi untuk menambat hara 
tertentu. Media pembawa diperlukan dalam pupuk hayati 
untuk menumbuhkan dan menyimpan suatu mikrobia hasil 
isolasi dari habitat asli dan memudahkan inokulum tersebut 
untuk digunakan kembali. Penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui kombinasi media pembawa bakteri penambat 
nitrogen terhadap pH tanah dan unsur hara nitrogen dalam 
tanah. Metode yang digunakan dalam penelitian meliputi 
peremajaan isolat Azotobacter sp, pembuatan pupuk hayati, 
perhitungan TPC (Total Plate Count), penanaman kacang 
tanah, dan  pengukuran  pH dan unsur hara nitrogen dalam 
tanah. Hasil penelitian menunjukkan perlakuan kombinasi 
media pembawa pupuk hayati  dapat meningkatkan unsur hara 
nitrogen dalam tanah dan mampu menetralkan pH sehingga 
sesuai dengan pertumbuhan optimum bakteri dan ketrsedian 
nitrogen dalam tanah. 
 
Kata Kunci—Azotobacter sp, Bakteri Penambat Nitrogen,  
Media Pembawa, Pupuk Hayati 
I. PENDAHULUAN 
UPUK hayati salah satu alternatif pupuk yang dapat 
mengurangi ketergantungan penggunaan pupuk kimia. 
Pupuk hayati merupakan bahan yang mengandung mikroba 
yang dapat mengolah bahan-bahan organik menjadi bahan 
anorganik yang berguna bagi tanaman [1]. Mikroba dalam 
pupuk hayati memiliki kemampuan penambat nitrogen dan 
melarutkan fosfat sehingga dapat meningkatkan ketersedian 
unsur hara [2]. 
 Salah satu peran pupuk hayati yaitu penambatan nitrogen. 
Bakteri penambat nitrogen (N) memiliki kemampuan 
meningkatkan efisiensi penggunaan N tersedia dalam tanah. 
Bakteri tersebut menggunakan nitrogen bebas untuk sintesis 
sel protein dimana protein tersebut akan mengalami proses 
mineralisasi dalam tanah. Bakteri penambat nitrogen 
berkontribusi terhadap ketersediaan N untuk tanaman [3]. 
 Aplikasi pupuk hayati penambat nitrogen dengan 
menggunakan Azotobacter sp. Azotobacter sp mempunyai 
kemampuan memfiksasi N dari udara [4]. Pembuatan bakteri 
penambat nitrogen sebagai pupuk hayati membutuhkan 
media pembawa. Penggunaan media pembawa berfungsi 
untuk mengemas agen biologis, memperpanjang waktu 
simpan agen biologis, dan 
menumbuhkan dan memudahkan inokulum digunakan 
kembali  di lapangan. Media pembawa berperan dalam 
menjaga viabilitas agen hayati [5].  
 Pembuatan pupuk hayati harus mempertimbangkan media 
pembawa yang dikomposisikan. Media pembawa harus 
mengandung komponen penting yang mendukung daya 
viabilitas dan pertumbuhan mikroba yang diinokulasi ke 
dalamnya. Pengkomposisian pupuk hayati berbahan dasar 
media pembawa harus mengandung unsur hara organik  
berupa nitrogen, karbon organik, fosfor, kalium, dan unsur 
hara lainnya. Unsur tersebut dapat diproses oleh mikroba 
menjadi bahan anorganik yang dapat dimanfaatkan oleh 
tanaman [6]. Serbuk kayu dan tanah dapat dijadikan sebagai 
bahan pembawa dikarenakan terdapat unsur N yang tinggi, 
serbuk kayu dapat menyimpan zat hara dalam tanah, 
sedangkan pakis memiliki aerasi dan draenasi yang baik [7]. 
 Kombinasi media pembawa bakteri penambat nitrogen 
diaplikasikan  pada tanaman kacang tanah (Arachis 
hypogea).  Penggunaan kacang tanah dikarenakan salah satu 
tanaman pangan yang memiliki komoditas tinggi dan teknik 
budidaya yang mudah dan relatif cepat. Oleh karena itu, 
penting dilakukan penelitian mengenai pengaruh kombinasi 
media pembawa bakteri penambat nitrogen Azotobacter sp 
terhadap peningkatan pertumbuhan tanaman kacang tanah. 
II.  METODOLOGI 
A. Waktu dan Tempat Penelitian 
 Penelitian dilakukan pada bulan Desember 2015 – April  
2016 di Laboratorium Biosains dan Teknologi Tumbuhan 
dan Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan 
Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu pengetahuan Alam, 
Institut Teknologi Sepuluh Nopember. Penanaman kacang 
tanah dilakukan di Urban Farming ITS.  
B. Persiapan Isolat Bakteri Penambat Nitrogen 
 Isolat bakteri yang digunakan adalah isolat bakteri 
Azotobacter sp yang berasal dari koleksi Laboratorium 
Mikrobiologi dan Bioteknologi Biologi ITS. Isolat 
Azotbacter sp dibuat menjadi subkultur yang diinokulasikan 
pada medium NA (Nutrient Agar) steril. Selanjutnya 
diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37
0
C selama 24 jam.  
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Data Pehitungan Jumlah Koloni Bakteri Penambat Nitrogen sebelum 
aplikasi 
Perlakuan Jumlah Koloni Bakteri 




A5 TNTC  
A6 TNTC 
Keterangan tabel: 
A1 = Serbuk kayu: Pakis       A2 = Serbuk kayu : Pakis : Tanah 
A3 = Serbuk kayu : Tanah         A4 = Tanah : Pakis 
A5 = Serbuk kayu                   A6 = Tanah 
TNTC = Too Nomerous Too Count 
 
Tabel 2. 








1 A1 6.3 0.11 
2 A2 6.3 0.19 
3 A3 6.1 0.13 
4 A4 7.1 0.11 
5 A5 7.0 0.13 
6 A6 7.0 0.11 
7 A7 6.6 0.14 
8 SBT 6.7 0.10 
Keterangan tabel: 
A1 =Serbuk kayu: Pakis   A2 =Serbuk kayu : Pakis : Tanah 
A3 = Serbuk kayu : Tanah  A4 = Tanah : Pakis 
A5 =Serbuk kayu      A6 = Tanah 
A7 = Tanpa perlakuan (kontrol)  SBT = Sebelum tanam 
 
C. Pembuatan Pupuk Hayati  
Pembuatan pupuk hayati masing-masing perlakuan 
membutuhkan bahan media pembawa dengan perbandingan 
komposisi media pembawa berupa (Serbuk kayu : Pakis : 
Tanah) yang terdiri dari 6 perlakuan, yaitu A1 (1:1:0), A2 
(1:1:1), A3 (1:0:1), A4 (0:1:1), A5 (0:0:1), dan A6 (0:0:1). 
Masing-masing media pembawa dihomogenkan dengan 
komposisi yang sama sebanyak 500 g. Masing-masing media 
pembawa disiram dengan larutan yang tersusun atas molase 
dan aquades dengan perbandingan volume 1:2 hingga 
kondisi lembab [8]. Kemudian, isolat Azotobacter sp. 
diinokulasikan ke media pembawa dan dilakukan 
pengadukan secara berkala. Selama proses perawatan pupuk,  
dilakukan dengan penyiraman menggunakan aquades steril, 
ditambahkan 5 ml pupuk urea tiap minggu dan molase 
sebanyak 5 ml tiap 3 hari sekali untuk nutrisi tambahan [9]. 
Pembuatan pupuk hayati bakteri pelarut fosfat selesai ketika 





konsentrasi pupuk hayati telah sesuai dengan baku mutu 
maka dapat diaplikasikan pada tanaman [10].  
D. Perhitungan TPC (Total Plate Count) 
Penentuan daya viabilitas bakteri pada media pembawa 
dengan metode Total Plate Count (TPC). Uji viabilitas 
dengan cara menghitung total populasi bakteri menggunakan 
metode Total Plate Count (TPC). Sebanyak 1 g dari sampel 
media pembawa dimasukkan ke dalam 10 ml aquades steril 
kemudian dihomogenkan menggunakan vortex. Setelah itu, 
dilakukan serial pengenceran hingga penenceran 10
-7
. [8].  
 Perhitungan populasi bakteri menggunakan metode TPC 
pada medium NFB. Pada hasil pengenceran diambil 1 ml 
suspensi dari setiap serial pengenceran. Kemudian dilakukan 
inkubasi pada suhu 37
0
C selama 24 jam [11].    
E. Penanaman kacang tanah 
Penanaman kacang tanah dengan polybag berisi 1,5 kg  
ditambahkan pupuk hayati bakteri penambat nitrogen pada 
kedalaman 1 cm [12]. Penyiraman tanaman kacang tanah 
dilakukan sebanyak 2 kali setiap hari. Parameter perhitungan 
berupa tinggi tanaman, diameter batang, panjang akar, luas 
daun, jumlah daun, berat basah dan berat kering tanaman. 
kemudian dilakukan uji unsur hara N dan pH tanah. 
F. Analisa Tanah 
Analisis tanah dilakukan sebelum dan sesudah 
penanaman. Analisis tanah berupa kandungan N di dalam 
tanah. Analisa tanah di lakukan di BALITKABI (Badan 
Penelitian Aneka Kacang dan Umbi) Malang, Jawa Timur.  
G.  Analisis pH tanah 
Analisis pH tanah dilakukan sebelum dan sesudah 
penanaman. Analisa pH tanah dilakukan di BALITKABI 
(Badan Penelitian Aneka Kacang dan Umbi) Malang, Jawa 
Timur.  
III. HASIL DAN PEMBAHASAN  
A. Jumlah Bakteri Penambat Nitrogen dalam Pupuk 
Hayati  
Pembuatan pupuk hayati harus mempertimbangkan 
substansi bahan atau media pembawa yang dikomposisikan. 
Media pembawa  harus mengandung komponen penting 
untuk mendukung daya viabilitas dan pertumbuhan mikroba 
yang diinokulasi ke dalamnya [6]. Media pembawa 
inokulum berperan untuk menumbuhkan dan 
mempermanjang masa simpan suatu mikrobia dan 
memudahkan inokulum tersebut untuk digunakan kembali 
[13]. 
Salah satu cara menentukan mutu suatu pupuk hayati 
adalah jumlah bakteri. Dalam penelitian ini perhitungan 
jumlah bakteri dilakukan dengan metode TPC (Total Plate 
Count). Perhitungan ini dilakukan sebelum dan sesudah 
pengaplikasikan pupuk hayati dalam tanaman kacang tanah.  
Berdasarkan hasil perhitungan TPC jumlah koloni bakteri 
penambat nitrogen pada pengenceran 10
-7 
 menunjukkan 
jumlah yang tidak dapat dihitung atau TNTC. Hal ini sesuai 
dengan baku mutu pupuk hayati bakteri penambat nitrogen, 
yaitu konsentrasi minimal mencapai 10
7 
CFU/g ketika 
diaplikasikan ke dalam tanaman [10]. Pemberian media 
pembawa dengan kepadatan yang tinggi diharapkan 
mikroorganisme penambat nitrogen yang diberikan tersebut 
dapat bersaing dengan mikroorganisme yang ada di dalam 
tanah sehingga mampu mendominasi di sekitar perakaran 
tanaman [6]. 
Hasil perhitungan jumlah bakteri penambat nitrogen pada 
media pembawa pupuk hayati memiliki jumlah kepadatan 
yang tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa terdapat kesesuaian 
antara media pembawa dengan pertumbuhan bakteri. Serbuk 
kayu dan tanah mengandung unsur hara N, P, K, dan bahan 
organik sebagai sumber energi untuk bakteri. Unsur hara N 
berfungsi dalam pembentukan asam nukleat, protein untuk 
bakteri. Unsur hara P dan bahan organik berfungsi 
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penyusunan sel bakteri [6]. Penggunaan pakis berfungsi 
untuk meningkatkan aerasi. Hal ini sangat menunjang 
pertumbuhan Azotobacter sp yang bersifat aerob [14]. 
Media pembawa pupuk hayati yang sesuai akan 
meningkatkan pertumbuhan bakteri penambat nitrogen. 
Semakin banyak bakteri penambat nitrogen maka 
meningkatkan unsur hara N yang tersedia untuk tanaman 
sehingga dapat meningkatkan pertumbuhan suatu tanaman.  
B. Kombinasi Media Pembawa Pupuk Hayati Bakteri 
Penambat Nitrogen Terhadap  pH  Tanah dan Unsur Hara 
N dalam Tanah 
 Pertumbuhan bakteri penambat nitrogen dipengaruhi oleh 
keasaman tanah. Menurut [15], setiap mikroba akan tumbuh 
dengan baik di dalam lingkungannya selama kondisinya 
menguntungkan bagi pertumbuhan. pH tanah merupakan 
salah satu yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri dalam 
pupuk hayati. 
Hasil analisis pH tanah pada tabel 2 menunjukkan bahwa 
pH kisaran netral sekitar 6,1 - 7,0. Hal ini menunjukkan 
kombinasi media pembawa pada penelitian ini memenuhi 
syarat yang baik untuk pertumbuhan bakteri. Bakteri 
penambat nitrogen akan berkembang biak dalam pH > 6, 
Apabila pH kurang dari itu maka perkembangannya akan 
terhambat [10]. 
Salah satu faktor lingkungan yang berpengaruh terhadap 
viabilitas suatu bakteri adalah pH. pH tanah adalah salah 
satu yang mempengaruhi pertumbuhan bakteri dalam pupuk 
hayati. Bakteri memerlukan suatu pH optimum sekitar 6,0 - 
7,5. Pengaruh pH terhadap pertumbuhan bakteri ini 
berkaitan dengan aktivitas enzim. Enzim ini dibutuhkan oleh 
beberapa bakteri untuk mengkatalis reaksi-reaksi yang 
berhubungan dengan bakteri. Apabila pH dalam medium 
atau lingkungan tidak optimal maka mengganggu kerja 
enzom-enzim dan akhirnya menganggu pertumbuhan bakteri 
[15]. 
 Hasil analisa N tanah pada tabel 2 menunjukan dengan 
penambahan pupuk hayati akan meningkatkan kadar 
nitrogen di dalam tanah dilihat dari hasil N sebelum tanam 
(0.10) dan sesudah tanam rata-rata (0.13). Menurut [16], 
pupuk hayati mengandung hara (termasuk N) dalam jumlah 
cukup banyak dan sifatnya cepat tersedia bagi tanaman 
sedangkan pupuk hayati akan melepaskan hara yang lengkap 
(baik makro maupun mikro) dalam jumlah tidak tentu dan 
relatife kecil selama proses mineralisasi, sehingga dengan 
menambah pupuk hayati tersebut mampu mendukung dalam 
menyediakan unsur hara bagi tanaman. 
Kadar Nitrogen total dalam tanah tersebut terus mengalami 
penurunan selaras dengan pertumbuhan tanaman. Kadar 
Nitrogen di dalam tanah juga akan semakin berkurang. Hal 
ini dikarenakan semakin meningkat pertumbuhan suatu 
tanaman, maka kebutuhan akan unsur Nitrogen akan 
semakin meningkat, terutama pada fase pertumbuhan 
vegetatif. [17] menyatakan bahwa serapan unsur hara oleh 
tanaman sangat dipengaruhi oleh kadar dan ketersediaan 
hara N dalam tanah. Meskipun kadar Nitrogen berhubungan 
erat dengan serapan Nitrogen oleh tanaman, faktor yang 
paling berpengaruh terhadap serapan Nitrogen oleh tanaman 
adalah pH tanah, pH optimum serapan unsur N adalah 6,0 – 
7,5. Pada penelitian ini pH tanah yang dihasilkan 
mendukung penyerapan unsur N dengan baik.   
IV. KESIMPULAN/RINGKASAN 
 Pemberian perlakuan kombinasi media pembawa 
bakteri penambat nitrogen dapat meningkatkan unsur 
nitrogen dalam tanah dan mampu menetralkan pH sehingga 
sesuai dengan pertumbuhan optimum bakteri dan ketrsedian 
nitrogen dalam tanah. 
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